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Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro ubermittelt. 

Dieser internationaie Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 
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1. Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationaie Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
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Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden. das 
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zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
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4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| [ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

F^TI wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde mnerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 4_ . 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen | | keine der Abb. 

[X] weil der Anmelder selbst ketne Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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(54) Title* METHOD FOR PRODUCING PLANTS HAVING AN INCREASED TOLERANCE AGAINST DROUGHT AND/OR 
FUNGAL ATTACK AND/OR INCREASED SALT CONCENTRATIONS AND/OR EXTREME TEMPERATURE BY THE 
EXPRESSION OF PLASMODESMATA-LOCALIZED PROTEINS 



(54) Bezeichnung: 
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VERFAHREN ZUR ERZEUGUNG VON PFLANZEN MIT ERHOHTER TOLERANZ GEGEN TROCKENHEIT 
UND/ODER PILZBEFALL UND/ODER ERHOHTE SALZKONZENTRATIONEN UND/ODER EXTREME TEM- 
PERATUR DURCH DIE EXPRESSION PLASMODESMEN-LOKALISIERTER PROTEINE 





(57) Abstract 

The invention relates to the use of nucleic acids which code a (poty)peptide with an intrinsic affinity to plasmodesmata, to the 
production of plants or parts thereof having an increased tolerance against drought and/or fungal infections and/or increased salt concentrations 
and/or extreme temperature (heat, cold), and to corresponding methods. According to the invention, a plant, a plant tissue or a plant cell is 
advantageously transfected with the nucleic acid. The nucleic acid preferably codes a virus-coded transport protein which, in an especially 
preferred embodiment, is a derivative of the pr!7 protein with a hydrophilic N-terminal extension. 

(57) Znsammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Nukleinsauren, die ein (Poly)peptid mit einer intrinsischen Affinitat zu Plasmodesmen 
kodieren, zur Erzeugung von Pflanzen oder Teilen davon mit erhdhter Toleranz gegen Trockenheit und/oder Pilzinfektionen undVoder 
erhohten Salzkonzentrationen und/oder extreme Temperatur (Hitze, Kalte) sowie entsprechende Verfahren. Vorteilhafterweise transfiziert 
man dabei eine Pflanze, ein Pflanzengewebe oder eine Pflanzenzelle mit der Nukleinsaure. Vorzugsweise kodiert die Nukleinsaure em 
Virus-kodiertes Trans portprotein. das in einer besonders bevorzugten Ausfuh rungs form ein Deri vat des pr!7-Proteins mit einer hydrophilen 
N-terminalen Verlangerung ist. 
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(54) Title- METHOD FOR PRODUCING PLANTS HAVING AN INCREASED TOLERANCE AGAINST DROUGHT AND/OR 
FUNGAL ATTACK AND/OR INCREASED SALT CONCENTRATIONS AND/OR EXTREME TEMPERATURE BY THE 
EXPRESSION OF PLASMODESMATA-LOCALIZED PROTEINS 

(54) Bezeichming: VERFAHREN ZUR ERZEUGUNG VON PFLANZEN MIT ERHOHTER TOLERANZ GEGEN TROCKENHEIT 
UND/ODER PILZBEFALL UND/ODER ERHOHTE S ALZKONZENTR ATIONEN UND/ODER EXTREME TEM- 
PERATUR DURCH DIE EXPRESSION PLAS MODESMEN-LOKALISIERTER PROTEINE 



(57) Abstract 

The invention relates to the use of nucleic acids which code a (poly)peptide with an intrinsic affinity to plasmodesmata, to the 
production of plants or parts thereof having an increased tolerance against drought and/or fungal infections and/or increased salt concentrations 
and/or extreme temperature (heat, cold), and to corresponding methods. According to the invention, a plant, a plant tissue or a plant cell is 
advantageously transfected with the nucleic acid. The nucleic acid preferably codes a virus-coded transport protein which, in an especially 
preferred embodiment, is a derivative of the prl7 protein with a hydrophilic N-terminal extension. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Nukleinsauren, die ein (Poly)peptid mit einer intrinsischen Affinitat zu Plasmodesmen 
kodieren, zur Erzeugung von Pflanzen oder Teilen davon mit erhohter Toleranz gegen Trockenheit und/oder Pilzinfektionen und/oder 
erhohten' Salzkonzentrationen und/oder extreme Temperatur (Hitze, Kalte) sowie entsprechende Verfahren. Vorteilhafterweise transfiziert 
man dabei eine Pfianze, ein Pflanzengewebe oder eine Pflanzenzelle mit der Nukleinsaure. Vorzugsweise kodiert die Nukleinsaure ein 
Virus-kodiertes Transportprotein, das in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ein Derivat des pr 1 7-Proteins mit einer hydrophilen 
N-terminalen Verlangerung ist. 
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Verfahren zur Erzeugung von Pflanzen mit erhohter Toleranz gegen 
Trockenheit und/oder Pilzbefall und/oder erhohte Salzkonzentrationen 
und/oder extreme Temperatur durch die Expression plasmodesmen- 

lokalisierter Proteine 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Nukleinsauren, die ein (Poly)peptid mit 
einer intrinsischen Affinitat zu Plasmodesrnen kodieren, zur Erzeugung von Pflanzen 
oder Teilen davon mit erhohter Toleranz gegen Trockenheit und/oder Pilzinfektionen 
und/oder erhohte Salzkonzentrationen und/oder extreme Temperaturen (Kalte, 
Hitze) sowie entsprechende Verfahren. Vorteilhafterweise transfiziert man dabei eine 
Pflanze, ein Pflanzengewebe oder eine Pflanzenzelle mit der Nukleinsaure. 
Vorzugsweise kodiert die Nukleinsaure ein Virus-kodiertes Transportprotein, das in 
einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ein Derivat des pr1 7-Proteins mit 
einer hydrophilen N-terminalen Verlangerung ist. 

Im folgenden werden mehrere Dokumente zitiert, deren Offenbarungsgehalt hiermit 
durch Bezugnahme enthalten ist und deren technische Lehre im Sinne der 
vorliegenden Erfindung angewendet werden kann. 

Ein Ziel der klassischen Pflanzenzuchtung ist die Schaffung von ertragreichen 
Sorten, die eine erhohte Toleranz gegenuber Umweltfaktoren aufweisen bzw. 
gegenuber Strelifaktoren resistent sind. Diese Strelifaktoren konnen sowohl 
biotischer (Insekten, Viren, Pilze etc.) als auch abiotischer Natur sein (extreme 
Temperaturen, Salz, Trockenheit). Wahrend Wildpflanzen an strefidominierten 
Standorten sich an die extremen Lebensbedingungen adaptiert haben, beschranken 
Durre, Hitze oder Salinitat des Bodens die Moglichkeiten zum Anbau von 
Kulturpflanzen in solchen Gebieten. Andererseits erleidet die Landwirtschaft auch an 
anderen Standorten grofie Einbufien durch abiotischen Strefi, wie das Beispiel des 
Durrejahres 1983 in den USA gezeigt hat: Nahezu die Halfte der gesamten 
Maisernte und ein Drittel des erwarteten Sojaertrags wurden durch die anhaltende 
Trockenheit vernichtet. 
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Allen genannten abiotischen Stretibedingungen ist gemein, daft sie das intrazellulare 
Wassergleichgewicht storen. Pflanzen konnen sich jedoch in gewissen Grenzen auf 
Strefibedingungen einstellen (Bohnert, (1995) Plant Cell 7: 1099-1011). So sind z.B. 
Proteine sowie Metaboliten des pflanzlichen Stoffwechsels wie Zuckeralkohole, 
Prolin Oder Glyzinbetain als in der Folge von abiotischem Strefi akkumulierende 
Osmoregulatoren identifiziert worden. Darauf basierend wurden verschiedene 
Strategien entwickelt, durch gentechnologische Veranderungen transgene Pflanzen 
mit erhohter Toleranz gegenuber derartigen Faktoren bzw. erhohter Streftresistenz 
zu erzeugen (Ubersichtsartikel von Holmberg und Butow (1998) Trends Plant 
Science 3: 61-66). Ein Beispiel fur pflanzliche Proteine als Antistred-Faktoren sind 
die sogenannten LEA (late embryogenesis abundant)-Proteine, deren erhohte 
Expression mit physiologischem und Umweltstrefi korreliert und die eine 
Schutzfunktion fur die Pflanze unter extremen Strefibedingungen darstellen (siehe 
z.B. Chandler (1994) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 45: 113-141). Die 
gentechnische Veranderung von Reis mit Hilfe des Gersten-LEA-Gens HVA1 
resultierte tatsachlich in einer erhohten Toleranz gegenuber Trockenheit und Salz 
(Xu (1996) Plant Physiology 110: 249-257). Andere Arbeiten zur Expression eines 
LEA-Gens in einem heterologen System konnten diese Befunde nicht unterstutzen 
(Iturriaga (1992) Plant Mol. Biol. 20: 555-558). 

Unter den als Antistrefifaktoren oder Osmoprotektoren identifizierten pflanzlichen 
Metaboliten befindet sich das Glyzinbetain, dessen Wirksamkeit z.B. im Mais 
nachgewiesen wurde (Saneoka, (1995) Plant Physiol. 107: 631-638). An der 
Synthese des Glyzinbetains in pflanzlichen Chloroplasten ist die Betainaldehyd- 
Dehydrogenase (BADH) beteiligt (Rhodes, (1993) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant 
Mol. Biol. 44: 357-384). Transgene Tabakpflanzen, welche eine bakterielle BADH 
(Holmstrom, (1994) Plant. J. 6: 749-758) oder eine pflanzliche BADH exprimieren 
(Rathinasabapathi, (1994) Planta 193: 155-162), zeigten die erwartete Resistenz 
gegen Betainaldehyd durch Konversion zu Glyzinbetain in Mengen, die in gestrefiten 
Pflanzen gemessen werden. Uber eine erhohte Strefitoleranz dieser Pflanzen wurde 
jedoch nicht berichtet. 
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Zuckerderivate wie Zuckeralkohole Oder Fruktane werden offensichtlich ebenfalls bei 
der Strefiantwort der Pflanze in erhohtem Mafte gebildet und akkumuliert. Die 
Erhohung des Mannitol-Spiegels in transgenen Tabakpflanzen durch Expression 
einer bakteriellen Mannitol-1-phosphate-Dehydrogenase bewirkte eine erhohte 
Salztoleranz (Tarczynski, (1993) Science 259: 508-510). Gleichermaflen zeigten 
transgene Tabakpflanzen mit erhohtem Fruktangehalt im Vergleich mit 
Kontrollpflanzen eine erhohte Widerstandsfahigkeit gegen Trockenheit (Pilon-Smith, 
(1995) Plant Physiol. 107: 125-130). 

Allen diesen bisher genannten gentechnologischen Verfahren ist gemein, dafi sie 
eine erhohte Synthese von Osmoprotektoren in der Pflanze zur Folge haben, 
wodurch z.B. das normale Wachstum der Pflanze beeintrachtigt werden kann (siehe 
Rathinasabapathi, op. cit.). In anderen Fallen werden bakterielle Gene in der Pflanze 
exprimiert, was nicht notwendigerweise mit einer optimalen Expression und damit 
einer suboptimalen Strefibewaltigung einhergeht. Die der vorliegenden Erfindung 
zugrunde liegende Aufgabe war somit, ein Verfahren bereitzustellen, Pflanzen mit 
gesteigerter Streliresistenz bereitzustellen, die dennoch ein im wesentlichen 
normales Wachstum aufweisen. Vorzugsweise sollte diese Streliresistenz (oder 
Toleranz) sich auf biotische wie auch abiotische Strefifaktoren beziehen. Diese 
Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen 
gelost. 

Die Erfindung betrifft somit die Verwendung einer Nukleinsaure, die ein (Poly)peptid 
mit einer intrinsischen Affinitat zu Plasmodesmen kodiert zur Erzeugung von 
Pflanzen oder Teilen davon mit erhohter Toleranz gegen Trockenheit und/oder 
Pilzinfektionen und/oder erhohten Salzkonzentrationen und/oder extreme 
Temperaturen; d.h. Kalte und/oder Hitze. Oblicherweise wird erfindungsgemaR. eine 
Pflanze, ein Pflanzengewebe oder eine Pflanzenzelle mit einer derartigen 
Nukleinsaure nach konventionellen Verfahren transfiziert. 

Alle hoheren Pflanzen zeichnen sich dadurch aus, da(3> sie zur Photosynthese von 
Zuckern und deren Derivaten befahigt sind, die wie oben erwahnt als 
Osmoprotektoren unter Streftbedingungen dienen konnen. Die intrazellulare 



WO 99/58653 



PCT/EP99/03291 



4 

Konzentration der Zucker und Zuckerderivate - vor aliem in den Slattern zum Schutz 
der Photosynthese-aktiven Chloroplasten - wurde erfindungsgemafi in uberraschend 
einfacher Weise durch die vorstehend gekennzeichnete MaBnahme gelost. Von 
besonderem Vorteil neben der Tatsache, dafi diese Maflnahme fur den Fachmann 
technisch in einfacher Weise zu bewerkstelligen ist, ist ferner, dafi erfindungsgemafi 
die Strefiresistenz mit einem in vielen und moglicherweise sogar alien Pflanzen 
gultigen Mechanismus erhoht werden kann. Uberraschenderweise konnte mit dem 
erfindungsgemafJen Verfahren die pflanzliche Toleranz sowohl gegenuber 
abiotischen wie auch gegenuber biotischen Faktoren erhoht werden. 

Der Begriff "erhohte Salzkonzentration" bezieht sich auf Salzkonzentrationen im 
Boden, die zu einer erhohten lonenkonzentration in der Pflanze fuhren, die dann zu 
vermindertem Wachstum fuhrt. Die absoluten Salzkonzentrationen im Boden, die als 
erhoht anzusehen sind, sind fur unterschiedliche Pflanzen verschieden, konnen vom 
Fachmann aber nach konventionellen Verfahren bestimmt werden, z.B. anhand des 
Offenbarungsgehaltes von Greenway und Munns (1980) Ann. Rev. Plant Physiol. 
31: 149-190. 

Zur Expression der Nucleinsaure, die ein (Poly)peptid mit einer intrinsischen Affinitat 
zu Plasmodesmen codiert, in pflanzlichen Zellen ist diese mit regulatorischen 
Sequenzen verknupft, die die Transkription in pflanzlichen Zellen gewahrleisten. 
Hierzu zahlen insbesondere Promotoren. Generell kommt fur die Expression jeder in 
pflanzlichen Zellen aktive Promotor in Frage. 

Der Promotor kann dabei so gewahlt sein, dafi die Expression konstitutiv erfolgt oder 
nur in einem bestimmten Gewebe, zu einem bestimmten Zeitpunkt der 
Pflanzenentwicklung oder zu einem durch aufiere Einflusse determinierten Zeitpunkt. 
In Bezug auf die Pflanze kann der Promotor homolog oder heterolog sein. Sinnvolle 
Promotoren sind z.B. der Promotor der 35S RNA des Cauliflower Mosaic Virus 
(CaMV) und der Ubiquitin-Promotor aus Mais fur eine konstitutive Expression. 
Ferner ist gewohnlich eine Transkriptions-Terminationssequenz vorhanden, die der 
korrekten Beendigung der Transkription dient sowie der Addition eines Poly-A- 
Schwanzes an das Transkript dienen kann, dem eine Funktion bei der Stabilisierung 
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der Transkripte beigemessen wird. Derartige Elemente, z.B. der Terminator des 
Octopinsynthasegens aus Agrobakterien, sind in der Literatur beschrieben (vgl. Gie- 
len, EMBO J. 8 (1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform ist der Promoter der 35S CaMV Promoter. 

Neben der Nucleinsaure, die ein (Poly)peptid mit einer intrinsischen Affinitat zu 
Plasmodesmen codiert, kann die Pflanze, die in einem der erfindungsgemafien 
Verfahren oder Verwendungen benutzt oder hergestellt wird, weitere rekombinante 
DNA-Molekule enthalten, die z. B. fur den Pflanzenschutz oder 
Qualitatssteigerungen der Pflanze oder deren Ernteprodukte benutzt werden 
konnen. Beispiele fur Pfianzenschutzmafinahmen sind: (i) Herbizidtoleranz (DE-A- 
3701623; Stalker (1988) Science 242, 419), (ii) Insektenresistenz (Vaek (1987) Plant 
Cell 5, 159-169), (iii) Virusresistenz (Powell (1986) Science 232, 738-743) und (vi) 
Ozon-resistenz (Van Camp (1994) BioTech. 12, 165-168). Beispiele fur 
Qualitatssteigerungen sind: (i) Erhohung der Haltbarkeit von Fruchten (Oeller (1991) 
Science 254, 437-439), (ii) Erhohung der Starkeproduktion in Kartoffelknollen (Stark 
(1992) Science 242, 419), (iii) Veranderung der Starke- (Visser (1991) Mol. Gen. 
Genet. 225, 289-296) und Lipidzusammensetzung (Voelker (1992) Science 257, 72- 
74) und (iv) Produktion pflanzenfremder Polymere (Porier (1992) Science 256, 520- 
523). 

Grundvoraussetzung fur die Erzeugung transgener Pflanzen ist die Verfugbarkeit 
geeigneter Transformationssysteme. Zur Transformation stehen derzeit mehrere 
Verfahren zur Verfugung. Die am haufigsten eingesetzte Methode zur 
Transformation dikotyledoner Pflanzen ist der Agrobacterium-vermittelte 
Gentransfer. Hierbei wird die naturliche Fahigkeit des Bodenbakteriums ausgenutzt, 
genetisches Material in das pflanzliche Genom zu integrieren. Weitere geeignete 
Verfahren sind beispielsweise Protoplasten-Transformation durch Polyethylenglykol- 
induzierte DNA-Aufnahme, Elektroporation, Sonikation oder Mikroinjektion sowie die 
Transformation intakter Zellen oder Gewebe durch Mikro- oder Makroinjektion in 
Gewebe oder Embryonen, Gewebeelektroporation, Inkubation trockener Embryonen 
in DNA-haltiger Losung, Vakuuminfiltration von Samen und biololistischer 
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Gentransfer (zur Ubersicht; siehe z. B. Potrykus, Physiol. Plant (1990), 269 - 273 
und Christou (1996) Trends in Plant Science 1, 423-431). 

Wahrend die Transformation dikotyler Pflanzen uber Ti-Plasmid-Vektorsysteme mit 
Hilfe von Agrobacterium tumefaciens wohl etabiiert ist, weisen neuere Arbeiten 
darauf hin, daft auch monokotyle Pflanzen der Transformation mittels Agrobacterium 
basierender Vektoren sehr wohl zuganglich sind (Chan, Plant Mol. Biol. 22 (1993), 
491-506; Hiei, Plant J. 6 (1994), 271-282; Bytebier, Proc. Natl. Acad. ScL USA 84 
(1987), 5345 - 5349; Raineri, Bio/Technology 8 (1990), 33 - 38; Gould, Plant Physiol. 
95 (1991), 426 - 434; Mooney, Plant, Cell Tiss. & Org. Cult. 25 (1991), 209 - 218; Li, 
Plant Mol. Biol. 20 (1992), 1037 - 1048). Die Methoden zur Einfuhrung fremder DNA 
unter Verwendung des biolistischen Verfahrens oder durch 
Protoplastentransformation sind bekannt (vgl. z.B. Christou (1996) Trends in Plant 
Science 1, 423-431; Wilimitzer, L. f 1993 Transgenic plants. In: Biotechnology, A 
Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. Rehrn, G. Reed, A. Puhler, P. Stadler, 
eds.), Vol. 2, 627-659, VCH Weinheim-New York-Basel-Cambridge). Drei der oben 
genannten Transformationssysteme konnten in der Vergangenheit fur verschiedene 
Getreide etabiiert werden: die Elektroporation von Gewebe, die Transformation von 
Protoplasten und der DNA-Transfer durch Partikel-Beschufi in regenerierbare 
Gewebe und Zellen (zur Ubersicht: Jahne, Euphytica 85 (1995), 35 - 44). Die 
Transformation von Weizen wird in der Literatur verschiedentlich beschrieben (zur 
Ubersicht: Maheshwari, Critical Reviews in Plant Science 14 (2) (1995), 149 - 178). 
Der Fachmann kann auf die Marker zur Selektion transformierter Pflanzenzellen, 
Pflanzengewebe und Pflanzen zuruckgreifen. Die transgenen Pflanzenzellen konnen 
nach dem Fachmann bekannten Techniken zu ganzen Pflanzen regeneriert werden. 
Der Fachmann kann z.B. auch auf molekularbiologische Methoden wie PCR 
zuruckgreifen, urn diese Pflanzen zu identifizieren. Auf der anderen Seite kann der 
Fachmann naturlich auch, z.B. nach Selbstung oder Ruckkreuzung gegen den Elter, 
Samen solcher Pflanzen auf selektiven Medien auslegen und anhand der 
Keimfahigkeit dieser Samen oder Uberleben der Pflanzen in einem spateren 
Stadium der Entwicklung (abhangig vom gewahlten Promotor) ruckschlieften, ob die 
Pflanzen transgen sind oder nicht. Bei den transgenen Pflanzen kann es sich 
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prinzipiell urn Pflanzen jeder beliebigen Pflanzenspezies handeln, d.h. sowohl 
monokotyle als auch dikotyie Pflanzen. 

Da unabhangig vom Transformationsverfahren nur wenige Zellen die gewunschten 
Eigenschaften tragen, wird in herkommlicher Weise neben dem Zielgen ein 
selektionierbarer Marker in das pflanzliche Genom integriert, der die Identifizierung 
transgener Zellen ermoglicht Derzeit werden zur Selektion transformierter 
Pflanzenzellen vomehmlich Gene eingesetzt, die eine Herbizid- oder 
Antibiotikatoleranz vermitteln. Geeignete Resistenzgene sind beispielsweise das bar- 
Gen aus Streptomyces hygroscopicus, das Resistenz gegen das Totalherbizid 
Phosphinothricin vermittelt (De Block (1987) EMBO J. 6, 2513-2518) oder das nptll- 
Gen aus dem Transposon Tn5 von Escherichia coli, das Resistenz gegen das 
Antibiotikum Kanamycin bewirkt (Herrera-Estrella (1983) EMBO J. 2, 987-995). 
Weitere Selektionssysteme sind z. B. Expression einer Mannose-6-Phosphat 
Isomerase und positive Selektion auf Mannose-haltigen Nahrmedien (WO 
94/20627). Ein weiteres Verfahren nutzt die Fahigkeit einer Deaminase aus 
Aspergillus terreus aus, das Insektizid Blasticidin S zu detoxifizieren (Tamura (1995) 
Biosci. Biotechnol. Biochem. 59, 2336-2338). Naturlich weifi der Fachmann, dali der 
Selektionsmarker nicht unbedingt in dem Vektor, der das rekombinante DNA-Molekul 
enthalt, anwesend sein muft, sondern auch mit diesen co-transformiert werden kann 
(Lyznik(1989) Plant Mol. Biol. 13, 151-161; Peng (1995) Plant Mol. Biol. 27, 91-104). 
Diese Moglichkeit bietet sich zum Beispiel an, wenn keine physikalische Kopplung 
des Markergens und derzu ubertragenden Information gewunscht wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Verwendung wird 
f erner e i ne Pflanze aus der transfizierten Pflanzenzelle regeneriert. Die 
Regeneration der Pflanzen kann nach ubiichen und dem Fachmann gelaufigen 
Verfahren erfolgen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien 
Verwendung werden im AnschluR* an den Regenerationsschritt ferner weitere 
Pflanzen oder Pflanzenzellen aus der regenerierten Pflanze erzeugt. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien 
Verwendung ist das (Poly)peptid ein Virus-kodiertes Transportprotein. 
Die Expression von pflanzenviralen Proteinen, die am Transport viraler Information 
von Zelie zu Zelle beteiligt sind (Transportproteine), beeinflussen auch den Transport 
bzw. Metabolismus von Starke, Zuckern und Zuckerderivaten derart, dafi sie 
wahrend der Lichtperiode in den Photosynthese-aktiven Blattern der Pflanze zu 
hoheren als normalen Werten akkumulieren (vgl. z.B. Lucas (1993) Planta 190: 88- 
96; Olesinski (1995), Planta 197: 118-126; Oiesinski, (1996) Plant Physiol. 111: 541- 
550; Herbers (1997), Plant J. 12: 1045-1056; Almon (1997), Plant Physiol. 115: 
1599-1607). Die Erhohung der pflanzlichen Toleranz gegenuber den vorstehend 
genannten Umweltfaktoren durch die Expression derartiger Proteine mit einer 
intrinsischen Affinitat zu Plasmodesmen, den Verbindungskanalen benachbarter 
Zellen in Pflanzen gemafi dieser bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung war 
aus dem Stand der Technik nicht ohne weiteres abzuleiten. Die eigentiiche Funktion 
von virus-kodierten Transportproteinen (TP) besteht namlich darin, den Transport 
der genetischen Information eines Virus von Zelle zu Zelle zu gewahrleisten und so 
die Ausbreitung eines Virus vom ursprunglichen Infektionsort in die gesamte Pflanze 
zu ermoglichen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien 
Verwendung ist das Virus-kodierte Transportprotein das Kartoffelblattrollvirus-(PLRV) 
Transportprotein pr17 oder ein Derivat davon. 

Wie in den Beispielen erlautert wurden das TP des Kartoffel-Biattrollvirus (potato 
leafroll virus, PLRV) sowie die Kulturpflanze Kartoffel als Modellsystem gewahlt. Das 
PLRV-TP, das ein Merkmal einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemafien Verfahrens darstellt, ist ein 17 kDa grofies Protein (pr17), das 
fur den Transfer der genomischen RNA von Zelle zu Zelle verantwortlich ist. Es wird 
durch das offene Leseraster (ORF) ORF4 kodiert; dieses Gen ist innerhalb des 
ORF3, des Gens fur das virale Kapsidprotein CP, geiegen, jedoch in einem anderen 
Leseraster. Das Protein besitzt eine aminoterminale Domane zur Bildung von 
Homopolymeren (Tacke (1993), Virology 197: 274-282.) und eine carboxyterminale 
Domane zur Bindung einzelstrangiger Nukleinsauren (Tacke (1991), J. Gen. Virol. 
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72: 2035-2038). Dieses Protein, das in plants phosphoryliert vorliegt (Tacke (1993), 
op. cit.; Sokolova (1997), FEBS Lett. 400: 201-205), wird siebenfach starker 
exprimiert als das virale Hullproteingen (Tacke (1990), J. Gen. Virol. 71: 2265-2272). 
In PLRV-infizierten sowie in pr17-transgenen Kartoffelpflanzen ist das pr17 
vorwiegend an den Plasmodesmen zwischen Siebelement und Geleitzelle des 
Phloems lokalisiert (Schmitz (1997), Virology 235: 311-322), auf das sich das Virus 
wahrend seiner Vermehrung in der Pflanze beschrankt. Expression eines mutierten 
pr17-Proteins in transgenen Kartoffelpflanzen bewirkt Breitbandresistenz gegen die 
wichtigsten Kartoffelviren (Tacke (1996), Nature Biotechnology 14: 1597-1601). 
Zugleich wurde jedoch irn Zuge dieser Erfindung beobachtet, daR> die Expression 
von WT und mutierten PLRV-TPs in transgenen Kartoffel- und Tabakpflanzen zu 
einem Anstieg der intrazellularen Konzentrationen von Zuckern (Sucrose, Fruktose, 
Glucose) und Zuckerderivaten wie Starke fuhrt 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien 
Verwendung ist das Derivat ein pr17-Protein mit einer hydrophilen N-terminalen 
Verlangerung. 

Besonders gute Ergebnisse im Sinne dieser Erfindung wurden gefunden, wenn eine 
Variante des pr17-Gens verwendet wurde, die eine N-terminale Verlangerung tragt 
(pr17-N). In einem Ausfuhrungsbeispiel wurde zum 5-Ende des pr17-WT-Gens der 
Polylinker (multiple cloning site; MCS) des Bluescript-Vektors translationai fusioniert 
und durch gezielte Mutagenese sowohl die beiden ersten AUG-Translationskodons 
von pr17 in ACG-Kodons mutiert und ein AUG-Translationsstartkodon in die 
Polylinkersequenz eingefuhrt (Figur 1). Diese Veranderung resultiert in der 
Expression eines Derivates (pr17-N) des pr17-WT-Proteins mit einer hydrophilen 
Verlangerung durch die Sequenz MAELGSGSELHRGGGRSRTS (SEQ ID NO: 1) 
am Aminoterminus (Tacke u.a., 1996, op. cit.; Figur 2). Solche transgenen 
Kartoffelpflanzen zeigen im Gewachshaus-Test Breitbandresistenz gegen die 
Kartoffelviren PLRV, PVY und PVX sowie eine erhohte Konzentration an Zuckern 
und Zuckerderivaten. 

Zur Expression in Pflanzen wurde dieses Gen unter die transkriptionelle Kontrolle 
des 35S-Promotors und -Terminators des Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) im Vektor 
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pRT103 gebracht (Topfer (1987), Nucleic Acids Res. 15: 5890) und diese 
Transkriptionseinheit (Figur 1) anschlieflend in den binaren Pflanzen- 
transformationsvektor pBIN19 integriert (Bevan (1984), Nucleic Acids Res. 12: 8711- 
8721). Dieser Vektor wurde in den Agrobacterium tumefaciens-Stamm LBA4404 
(pAL4404) ubertragen (Hoekema (1983), Nature 303: 179-180), der zur 
Transformation von Solanum tuberosum Var. Linda eingesetzt wurde. Vier (L4, L6, 
L7 und L8; siehe auch Tacke (1996), op. cit.) der unabhangigen transgenen 
Kartoffellinien sowie die Ausgangskartoffelsorte Linda wurden fur die weiteren 
Versuche zur induzierten Toleranz ausgewahlt. 

Wie bereits vorstehend erwahnt, umfalit in einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Verwendung die hydrophile Verlangerung 
die Aminosauresequenz MAELGSGSELHRGGGRSRTS. 

In einer anderen Ausfuhrungsform der erfindungsgemaften Verwendung stammen 
die Pflanze, das Pflanzengewebe oder die Pflanzenzellen aus der Kartoffel, aus 
Tabak, aus Getreide oder Gemuse bzw. sind Kartoffeln, Tabakpflanzen, 
Getreidepflanzen oder Gemusepflanzen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien 
Verwendung ist die Erhohung der Toleranz der Pflanzen gegen Pilzinfektionen eine 
der Toleranz gegen Infektionen mit Phytophtora infestans. 

Als ein uberraschender Befund gemafi dieser bevorzugten Ausfuhrungsform wurde 
gefunden, dafi mit dem erfindungsgemafien Verfahren erhaltene transgene Linien 
sich auch durch eine statistisch signifikante Toleranz gegen Phytophthora infestans, 
den Erreger der Kraut- und Knollenfaule, auszeichnen. 

Die Erfindung betrifft ferner Verfahren zur Erzeugung von Pflanzen oder Teilen 
davon mit erhohter Toleranz gegen Trockenheit und/oder Pilzinfektionen und/oder 
erhohte Salzkonzentrationen und/oder extreme Temperatur (Hitze, Kalte), wobei 
man 



WO 99/58653 



PCT/EP99/03291 



11 

(a) eine Pflanze, ein Pflanzengewebe oder eine Pflanzenzelle mit einer 
Nukleinsaure transfiziert, die ein (Poiy)peptid mit einer intrinsischen Affinitat zu 
Plasmodesmen kodiert 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens wird 
ferner 

(b) eine Pflanze aus der transfizierten Pflanzenzelle regeneriert. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens erzeugt man 

(c) im Anschlufi an Schritt (b), ferner weitere Pflanzen oder Pflanzenzellen aus der in 
(b) gewonnenen Pflanze. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
ist das (Poly)peptid ein Virus-kodiertes Transportprotein. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien 
Verfahrens ist das Virus-kodierte Transportprotein das Kartoffelblattrollvirus-(PLRV) 
Transportprotein pr17 oder ein Derivat davon. 

In e j ner weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
ist das Derivat ein pr17-Protein mit einer hydrophilen N-terminalen Verlangerung. 

Wie bereits vorstehend erwahnt, umfafit in einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens die hydrophile Verlangerung 
die Aminosauresequenz MAELGSGSELHRGGGRSRTS. 

In einer anderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens stammen die 
Pflanze, das Pflanzengewebe oder die Pflanzenzellen aus der Kartoffel, aus Tabak, 
aus Getreide oder Gemuse bzw. sind Kartoffeln, Tabakpflanzen, Getreidepflanzen 
bzw. Gemusepflanzen. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
ist die Erhohung der Toleranz der Pflanzen gegen Pilzinfektionen eine der Toleranz 
gegen Infektionen mit Phytophtora infestans. 

Die Figuren zeigen: 

Figur 1 

Herstellung des Plasmids p17N. Durch spezifische Mutagenese wurden die beiden 
AUG-Kodons des Wildtyp pr!7-Gens in ACG mutiert und ein Translations- 
Initiationskodon in die Polylinkersequenz eingefuhrt. 

Figur 2 

Nukleotid und Aminosauresequenz des mutierten pr17N-Gens bzw. -Proteins. 
Figur 3 

Ergebnis des Resistenztests #1 (im Gewachshaus) mit je 5 Pflanzen der 
Ausgangssorte Linda (L) sowie der pr17N-transgenen Linien L4, L6, L7 und L8. 
A. Gesamtansicht des Versuchs. B. Ansicht je einer Pflanze pro Linie. 

Figur 4 

Ergebnis des Resistenztests #2 (in der Phytokammer) mit je 6 Pflanzen der 
Ausgangssorte Linda (L) sowie der pr17N-transgenen Linien L4, L6, L7 und L8. 
A. Teilansicht des Gesamtversuchs. B. Ansicht ausgewahlter Pflanzen 

Figur 5 

Bonitur des Befalls von Blattscheiben im Labortest mit P. infestans Rasse 1-11 
(Versuch #2) nach 9 t 10 und 13 Tagen nach der Infektion (dpi). 

Figur 6 

Kumulative Darstellung zweier Versuche der Infektion von Kartoffel-Blattscheiben mit 
P. infestans Rasse 1-11. 
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Figur 7 

Habitus der nicht-transgenen Kartoffelsorte Linda (L) und der 4 transgenen Linien 
L4, L6, L7 und L8 nach 5 Wochen bei 100 mM NaCI. Einzelne Pflanzen des 
Teilversuchs (A) wurden zur besseren Darstellung in (B) abgebildet. In der 
Ausgangssorte Linda sind die unteren Blatter abgestorben. 

Figur 8 

Habitus einzelner Pflanzen der nicht-transgenen Kartoffelsorte Linda (L) und der 4 
transgenen Linien L4, L6, L7 und L8 nach 5 Wochen bei 100 mM NaCI. In der Sorte 
Linda sind deutlich noch Reste der abgestorbenen unteren Blatter sowie die 
Veranderungen des Stengels zu erkennen. 

Die Beispiele erlautem die Erfindung. 
Beispiel 1: Herstellung des Plasmids p17N 

Eine Modifikation am 5'-Ende des pr17-Gens (ORF4) wurde durch translationale 
Fusion der multiple cloning site des Bluescript-Vektors, Einfuhrung eines optimierten 
Translationsinitiationskodons sowie Mutation der beiden pr17-WT AUG- 
Initiationskodons zu ACG erreicht (Figur 1). Diese Veranderung resultiert in der 
Expression eines Derivates (pr17-N) des pr17-WT-Proteins mit einer hydrophilen 
Verlangerung durch die Sequenz MAELGSGSELHRGGGRSRTS am Aminoterminus 
(Tacke (1996), op. cit; Figur 2). Die Herstellung des Plasmids p17N ist beschrieben 
in Schmitz (1996), Nucleic Acids Res. 24: 257-263 (dort bezeichnet als p17/NIII). 

Beispiel 2: Einfuhrung der T-DNA in den Empfangerorganismus 

Nach Transformation von E. coli S17-1 Zellen und Mating mit dem A. tumefaciens 
Stamm LBA 4404 (pAL 4404) (Hoekema et al. , 1983) wurden Agrobakterien, die das 
Plasmid p17N trugen, zur Pflanzentransformation eingesetzt. Blatter von S. 
tuberosum var. Linda aus der Sterilkultur wurden an der Basis abgeschnitten und 10 
min in flussigem MS-Medium mit einer iiber Nacht gewachsenen Agrobakterien- 
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Kultur inkubiert. Nach zweitagiger Inkubation auf festem MS-Medium wurden die 
Blatter abgewaschen und auf Selektions-, Regenerationsmedium ausgelegt. Dieses 
bestand aus MS-Medium komplementiert mit 0,02 mg/l Naphtylessigsaure,0,02 mg/l 
Giberellinsaure, 2 mg/l Zeatinribosid, 500 mg/l Claforan und 100 mg/l 
Kanamycinsulfat. Sprosse bildeten sich nach 6-8 Wochen und wurden zur 
Wurzelbildung auf MS-Medium mit 250 mg/l Claforan und 150 mg/l Kanamycinsulfat 
umgesetzt. 

Beispiel 3: Charakterisierung der erhaltenen transgenen Linien 

Die Expression des N-terminal modifizierten PLRV 17K TP wurde im Western blot 
mit Hilfe 1 7K-spezifischer Antiseren nachgewiesen wie in Tacke u.a., 1996 (op. cit.) 
beschrieben. Dazu wurden Proteinextrakte aus Blattmaterial hergestellt, die Proteine 
auf einem 12.5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulose- Membranen 
uberfuhrt und mit einem 17K-spezifischen Antikorper inkubiert. Der Nachweis 
gebundener Antikorper geschah nach bewahrten Verfahren durch Inkubation mit 
Schaf-Anti-Kaninchen-lgG/Peroxidasekonjugat und dem Peroxidasesubstrat des 
ECL-Kits (Amersham). 

Beispiel 4: Resistenztests mit Phytophthora infestans 

Zur Ermittlung der quantitativen Resistenz wurden im Labor Befallstests mit dem 
Erreger der Kraut- und Knollenfaule, Phytophthora infestans, durchgefuhrt. Als 
Inokulum wurde die Rasse 1-11 des Pathogens verwendet (diese Rasse wird zur 
Erhaltung auf Blattmaterial der Kartoffelsorte Desiree kultiviert). Dazu wurden 
Kartoffelblattchen in einer Bewasserungsbox (Gieffers (1989), J. Phytopathology 
126: 115-132), die eine permanente Wasserversorgung ermoglicht, mit dem Erreger 
inokuliert und unter 10°C ausgelegt. Die Lichtversorgung erfolgte mit 10 Rohren des 
Typs Osram, L16, W/25 Weill Universal fur 16 h taglich mit einer mittleren 

1 -2 

photoperiodisch aktiven Strahlung von ca. 100 umol s m . Die nach 8-10 Tagen 
gebildeten Sporangien wurden von den Blattchen mit Wasser abgespult. Der Anteil 
lebender Sporangien wurde mit der Farbemethode nach Behr (Behr (1955), 
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Zentralblatt fur Bakt. Etc. II 108: 23/24, 641-656) ermittelt. Fur Befallstests wurde 
eine Suspension mit einer Sporangiendichte von 10 4 ml" 1 verwendet. 

In Anlehnung an den Test nach Hodgson (Hodgson (1961), American Potato Journal 
38: 259-264) wurde ein neues Prufverfahren entwickelt. Mittels einer fur den Test 
entwickelten Stanze werden Blattscheiben von 20 mm Durchmesser hergestellt. Das 
Stanzverfahren arbeitet druckarm, so daft die Blattrander nicht gequetscht und 
Nekrosen sowie bakterielle Faulen vermieden werden. 

Die Blattscheiben werden in Bewasserungsboxen (Gieffers et al., op. cit.) auf 
Filterpapier mit der Unterseite nach oben ausgelegt. Der standige Wasserfilm auf 
dem Filterpapier versorgt die Blattscheiben ausreichend mit Wasser. Zur Inokulation 
wird ein Tropfen mit einer Sporangiensuspension (200 Sporangien/20ul) auf die 
Blattscheibenmitte pipettiert. 

Die inokulierten Blattscheiben werden unter einer Dauertemperatur von 10°C und 
den o.g. Lichtbedingungen inkubiert. Unter diesen Bedingungen schlupfen die 
infektiosen Zoosporen. Nach ca. 6 Tagen werden die ersten Sporangien gebildet, die 
Befallsbonitur erfolgt nach 8 bis 10 Tagen. 

Der Blattscheibenbefall, sichtbar durch Sporangienrasenbildung und 
Blattgewebezerfall, wird prozentual eingeschatzt. 

Eine wichtige Voraussetzung fur den Test besteht darin, dali die zu prufenden 
Kartoffelpflanzen unter gleichen Bedingungen kultiviert und die Blattscheiben von 
Blattchen gleicher Blattetagen und gleicher Blattstellung gewonnen werden. 
Auf diese Weise kann der quantitative Befall von Gewachshaus- wie Freilandmaterial 
gepriift werden. Die Befallshohe entscheidet uber den quantitativen Resistenzgrad. 

Beispiel 5: Induzierte Toleranz gegen Trockenheit als Beispiel fur erhohte 
Toleranz gegen abiotischen Strefi 

Jeweils 5 bzw. 6 Pflanzen der transgenen Linien L4, L6, L7 und L8 sowie die 
Ausgangssorte Linda wurden im 6-8Blatt-Stadium fur 8 Wochen unter Trockenstred 
gehalten, wobei nach 3 und nach 6 Wochen die Pflanzen je einmal gewassert 
wurden. Die transgenen Pflanzen zeigten dabei in zwei unabhangigen Experimenten 
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eine deutlich erhohte Toleranz gegen Wasserstrefi, wie aus Tabelle 1 und den 
Figuren 3 und 4 hervorgeht. Tabelle 1: Auswertung der Kartoffellinien L4, L6, L7 und 
L8 sowie der Ausgangssorte Linda nach 8 Wochen Wasserstreft 

Linie / Sorte # uberlebende Pflanzen / # der untersuchten Pflanzen 

Exp. 1** Exp. 2*** 



Linda 1*/5 1*/6 

L4 4/5 6/6 

L6 5/5 6/6 

L7 5/5 6/6 

L8 5/5 5/6 



* die uberlebende Pflanze entwickelt aus der Knolle einen neuen Sprofi; alle 
ursprunglichen Pflanzenteile sind tot im Gegensatz zu den uberlebenden Pflanzen 
der transgenen Linien L4, L6, L7 und L8. 

** Dieser Versuch wurde unter kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus 
durchgefuhrt. 

*** Dieser Versuch wurde unter kontrollierten Bedingungen in einer Phytokammer 
durchgefuhrt. 

Beispiel 6: Induzierte Toleranz gegen Phytophthora infestans als Beispiel fiir 
erhohte Toleranz gegen Pilzbefall 

Zwei unabhangige Befallsversuche mit P. infestans wurden mit den Rassen 1-11 auf 
Blattscheiben von Gewachshausmaterial durchgefuhrt. Dabei wurden von 8 Pflanzen 
pro transgene Linie und Ausgangssorte Linda je 8 Blattscheiben zur Infektion im 
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Labortest verwendet. Das Inokulum enthielt 200 Sporangien pro 20 ul Wasser; die 
Inkubation der Blattscheiben erfolgte bei 10°C und Bonituren wurden nach 9, 10 und 
13 Tagen nach der Infektion (dpi) vorgenommen. Alle 4 transgenen Linien zeigten 
gegenuber P. infestans bis 10 dpi signifikant geringeren Befall. Danach nahm der 
Befall bei L7 und L8 schnell zu, wahrend L6 und besonders L4 weiterhin ihr relativ 
geringeres Befallsniveau beibehielten (Figur 5). Im Mittel beider Versuche ergibt sich 
ein signifikanter Unterschied im Resistenzverhalten der 4 getesteten transgenen 
Lindalinien im Vergleich zur nichttransgenen Ausgangssorte Linda (Figur 6). 

Beispiel 7: Induzierte Toleranz gegen Salz als weiteres Beispiel fur erhohte 
Toleranz gegen abiotischen Streft 

In einer Versuchsreihe von jeweils 4 Pflanzen der Linien L4, L6, L7 und L8 sowie der 
nicht-transgenen Ausgangssorte Linda (L) wurden die Kartoffelpflanzen in Granulat 
fur 5 Wochen unter Salzstrefc gehalten, wobei Salz in Form von NaCI in 
Konzentrationen von 10, 25, 50, 75, 100, 200, 400 und 1000 mM im Gieliwasser 
enthalten war. Die hochste Konzentration von 1000 mM verursachte bei alien 
Pflanzen nach 2 Wochen starke Schaden und diese Pflanzen waren nach 5 Wochen 
tot, wahrend die transgenen Linien, nicht jedoch die Sorte Linda, eine 
Salzkonzentration von 400 mM trotz starker Schaden uberlebten. Wie in den Figuren 
7 und 8 fur die Bewasserung rnitlOO mM NaCI nach 5 Wochen dargestellt, hatten 
alie transgenen sowie alle nicht-transgenen Pflanzen einen ahnlichen Phanotyp (die 
etwas geringere Wuchshohe der transgenen Linien wie in Figur 7B ersichtlich 
resultiert aus der gentechnischen Veranderung, nicht aus dem Salzstrefl): Bei der 
nicht-transgenen Ausgangssorte Linda sind die unteren Blatter abgestorben und der 
Stengel weist charakteristische, krankhafte Veranderungen auf (starke Verengung, 
Braunfarbung), wie auch aus Figur 8 hervorgeht, wahrend bei alien transgenen 
Linien die Stengel unverandert grtin (Figuren 7, 8) und alle Blatter erhalten sind 
(Figur 7A,B). Allenfalls kommt es zu vereinzelten Nekrosen auf den unteren Blattern 
(Figur 8). Trotz des Salzstred bilden sich an alien Pflanzen Bluten und es kommt zur 
Knollenbildung (Figur 8). 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Verwendung einer Nukleinsaure, die ein (Poly)peptid mit einer intrinsischen 
Affinitat zu Plasmodesmen kodiert, zur Erzeugung von Pflanzen oder Teilen 
davon mit erhohter Toleranz gegen Trockenheit und/oder Pilzinfektionen 
und/oder erhohte Salzkonzentrationen und/oder extreme Temperatur (Hitze, 
Kalte). 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei ferner eine Pflanze aus der 
transfizierten Pflanzenzelle regeneriert wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, wobei, im Anschlufi an die Regeneration, 
ferner weitere Pflanzen oder Pflanzenzellen aus der regenerierten Pflanze 
erzeugt werden. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei das (Poly)peptid ein 
Virus-kodiertes Transportprotein ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei das Virus-kodierte Transportprotein das 
Kartoffelblattrolivirus-(PLRV) Transportprotein pr17 oder ein Derivat davon ist. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei das Derivat ein pr17-Protein mit einer 
hydrophilen N-terminalen Veriangerung ist. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei die hydrophile Veriangerung die 
Aminosaure MAELSGSGSELHRGGGRSRTS ist. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die Pflanze, das 
Pflanzengewebe oder die Pflanzenzellen aus der Kartoffel, aus Tabak, aus 
Getreide oder Gemuse stammen bzw. Kartoffeln, Tabakpflanzen, 
Getreidepflanzen bzw. Gemusepflanzen sind. 
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9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die Erhohung der 
Toleranz von Pflanzen gegen Pilzinfektionen eine Erhohung der Toleranz 
gegen Infektionen mit Phytophtora infestans ist. 

10. Verfahren zur Erzeugung von Pflanzen oder Teilen davon mit erhohter 
Toleranz gegen Trockenheit und/oder Pilzinfektionen und/oder erhohte 
Salzkonzentrationen und/oder extreme Temperatur (Hitze, Kalte), wobei man 

(a) eine Pflanze, ein Pflanzengewebe oder eine Pflanzenzelle mit einer 
Nukleinsaure transfiziert, die ein (Poly)peptid mit einer intrinsischen 
Affinitat zu Plasmodesmen kodiert. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei man ferner 

(b) eine Pflanze aus der transfizierten Pflanzenzelle regeneriert. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , wobei man, im Anschluft an Schritt (b) ferner 

(c) weitere Pflanzen oder Pflanzenzellen aus der in (b) gewonnenen Pflanze 
erzeugt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, wobei das (Poly)peptid ein 
Virus-kodiertes Transportprotein ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei das Virus-kodierte Transportprotein das 
Kartoffelblattrollvirus-(PLRV) Transportprotein pr17 oder ein Derivat davon ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Derivat ein pr17-Protein mit einer 
hydrophilen N-terminalen Verlangerung ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die hydrophile Verlangerung die 
Aminosaure MAELSGSGSELHRGGGRSRTS ist. 



WO 99/58653 



PCT/EP99/03291 



20 

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 16, wobei die Pflanze, das 
Pflanzengewebe oder die Pflanzenzellen aus der Kartoffel, aus Tabak, aus 
Getreide oder Gemuse stammen bzw. Kartoffeln, Tabakpflanzen, 
Getreidepflanzen oder Gemusepflanzen sind. 

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 17, wobei die Erhohung der 
Toleranz von Pflanzen gegen Pilzinfektionen eine Erhohung der Toleranz 
gegen Infektionen mit Phytophtora infestans ist. 
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Claims 
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Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



Claims 
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Citations and explanations 

Dl: WO-A-97/06669 (UNIV CALIFORNIA), 27 February 1997 
(1997-02-27) 



D2 : BERBERS, K. ET AL . : "Expression of a luteoviral 
movement protein in transgenic plants leads to 
carbohydrate accumulation and reduced photosynthet ic 
capacity in source leaves", THE PLANT JOURNAL, Vol. 
12, No. 5, 1997, pages 1045 to 1056, XP002125082, 
cited in the application. 



1. Dl is considered prejudicial to the novelty of the 

general Claims 1 to 4, 8, 10 to 13 and 17. That 
document describes methods of producing transgenic 
plants, namely by means of a gene which codes for a 
polypeptide that interacts with plasmodesmata . This 
method is used to influence the size of plants, it 
being established that high' temperatures scarcely 
influence these genetically modified plants (page 5, 
lines 22 to 30; page 34, lines 32-33; and Claim 25) . 

This means that the use of nucleic acids that code 
for a polypeptide having affinity for plasmodesmata 
to produce plants having increased tolerance to heat 
is derived from Dl . 
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2. The use of the nucleic acids mentioned in Claims 1 
to 18 for producing plants having increased 
tolerance to heat or cold is not considered 
inventive. The description does not show that this 
object has actually been solved. 

The parts of Claims 5 to 9, 14 to 16 and 18 that 
concern the production of plants having increased 
tolerance to dryness, fungal infection or increased 
salt concentration (using transport protein Pr 17) 
can be recognized as novel and inventive. Although 
D2, which represents the closest prior art, 
describes transport protein 17 from the potato leaf 
virus and its use in producing transgenic plants, 
that document does not indicate that plants having 
the above properties can be produced. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

The application does not mention any plants which 

actually display increased tolerance to heat or cold. 

Therefore Claims 1 to 18 do not meet the requirements of 
PCT Article 5. 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

General Claims 1 to 4, 8 to 13, 17 and 18 lack an 
essential inventive feature, namely the definition of the 
polypeptide which codes for an affinity for plasmodesmat a . 
The generalization to any proteins having affinity for 
plasmodesmata is not acceptable since the description does 
not show that other proteins may also have the claimed 
effects on plants (PCT Article 6 in conjunction with PCT 
Article 5) . 
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